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水 蝗 (Hydra vulgaris) 是 一 种 淡水 腔 肠 动物 ， 有 原始 的 两 胚层 结构 ， 外 凸 野 、 内 眶 层 和 非 细 胞 结构 的 
中 肤 层 、 并 出 更 了 组 织 分 化 ， 具 有 简单 的 网 状 神 经 系统 。 它 是 研究 动物 进化 发 育 的 常用 材料 。 自 1982 年 
Tatemoto 等 首次 在 猪 脑 中 分 离 得 到 36 个 氨基 酸 的 多 肪 NPY 以来， 已 在 许多 物种 中 检测 到 了 NPY 的 阳 
性 反应 。 但 在 水 蜂 中 尚未 有 人 研究 过 。 此 前 我 们 实验 室 应 用 免疫 检测 手段 在 原生 动物 棘 昆虫 中 发 现 了 多 
种 痊 椎 动物 神经 及 的 阳性 反应 ， 其 中 也 有 类 NPY 的 阳性 物质 ( 张 小 云 ，1993，1996}。 这 是 一 个 新 的 发 
现 ， 因 为 昧 尾 虫 是 一 种 单 细胞 动物 ， 还 不 具有 神经 系统 。 那 么 神经 及 类 物质 如 NPY 最 初 产生 于 何 种 细 
胞 ? 神经 及 在 进化 上 如 何 演 变 ? 本 文 利用 水 晕 对 这 些 问题 进行 了 一 些 探索 。 


1 材料 方法 


11 水 昕 培养 在 培养 祖 (Lmmoly L NasHPOs 1 mmol/ L CaCb, 0.lmmol/ L KCl, 0.1 
mmol] x LL MgCl;，pH7.0} 中 培养 ,温度 20C 。 食 物 为 水 重 (Daphnia})， 实 验 前 停食 48 一 72h， 并 换 水 。 
1.2 免疫 组 织 化 学 ”水 昕 用 氯仿 麻醉 后 在 4 唤 多 聚 甲 醋 ，0.2 鸣 苦味 酸 中 45 固定 1 h，QCT 包 埋 剂 
-16 双 包 埋 ， 淮 冻 切 片 20 jm: 3%% 羊 血清 ，0.3 咒 TritonX-100 封闭 20 min; 一 抗 《 免 抗 台 成 NPY 
JNSTAR) 1 :1000 4C 过 夜 ， 二 抗 (ABC kit VECTOR U.S. A.) 1 : 200 37C 20min， 三 抗 (ABC 
kity 1 2 100 37C 20 min，DAB 染色 : 以 羊 血清 代 埠 一 、 二 、 三 抗 温 育 作 对 照 。 

1.3 免疫 电镜 “水 昕 叶 醇 后 用 4 史 多 聚 甲 醋 ，0.2 史 苦味 酸 ，0.05 史 成 二 醛 国定 1 一 3h， 乒 后 PBS 中 宴 泡 
过 夜 ， 己 醇 梯 度 脱水 ，LR white 包 埋 剂 (sigmai-20 尼 聚 台 24 一 48 h。 对 口 盘 、 基 盘 显 微 定 位 ， 超 菠 切 片 
7x 108?mi 3 鸣 羊 血清 ，1%%BSA 封闭 0.5hi 一 抗 1: 1000 室温 反应 1 hf 10nm 胺 体 金 标记 二 抗 ( 羊 抗 
负 sigmall : 20 室温 15 min; 电镜 常规 染色 ， 现 察 。 以 羊 血 祖 代 替 一 抗 坎 谊 作对 照 。 

1.4 生化 试验 ”取水 妨 按 1 :; 3 加 人 细胞 裂解 液 (50 mmoly7 L Tris-Cl，150 mmol/ L NaCl,，0.1% 
SDS，100 Lg /mL PMSF，1 kg /mL Aprotinin，ph8.0)， 超 声 处 理 ，12 0007 /min 离心 10 min， 等 体 
积 加 入 三 气 三 气 亏 烷 (sigmal 去 脂 ， 离 心服 上 祖 液 。 为 比较 口 盘 和 基 盘 阳性 物质 的 含量 ， 另 皮 水 屹 切 皮 口 
盘 、 基 盘 加 等 量 裂 解 滚 同 上 处 理 。 

1.4.1 SDS-PAGE 4%% 请 缩 腕 ，12 史 分离 胶 20 mA 恒 流 分 离 后 电 移 转 至 硝酸 纤维 素 膜 (sigma)。 

1.4.2 观 向 电泳 ”BIO-RAD 微 管 等 电 聚 焦 500V 15mm、750Y 3h 左右 ， 肥 出 胶 亲 ， 横 放 在 
SDS-PAGE 板 胶 上 20 mA 人 恒 流 电泳 、， 转 腊 。 另 肥 末 加 样 胺 条 测 pH 梯度 。 

1.4.3 ”免疫 印迹 ”上 肥 电 转移 膜 ， 丽 春 红 染 色 ， 标 出 蛋白 marker 的 位 置 ， 洗 去 染 液 ，5 听 脱脂 奶粉 封闭 1 
一 2 ht 一 抗 1 : 1 000 室温 1 h， 二 抗 { 碱 性 码 柄 酥 标 记 革 抗 免 )1 : 1 000 室温 1 h，NBT ” BCIP 染色 。 以 
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羊 血 清和 代替 一 抗 作 对 照 。 
2 实验 结果 


21 免疫 组 化 ”水 昨 整 休 可 分 为 恕 部 分 : 触手 、 垂 车 、 胃 区 、 芋 区、 柄 、 基 盘 。 免 疫 组 化 染色 光 镜 观察 
到 水 屹 中 NPY 阳性 反应 集中 在 垂 秋 {( 图 1)、 基 盘 及 基 航 近 端 (图 2)、 阳 性 物质 分 布 于 外 胚层 和 中 胶 层 、 
触手 基部 和 睫 且 层 也 有 少量 存在 。 对 照 组 反应 阴性 。 





图 1~4 水 昕 垂 展 、 基 盘 的 免疫 组 化 染色 摧 垂 唇 外 是 层 皮 肌 细胞 、 刺 细胞 的 免疫 电镜 
Fig. 1-4 The bmmunohistochemica]l staining of hypostome and basa]l disk of Hrdra pulgaris and 
it's NPY-—]ike substance location in epitheliomuscular cells and nematocytes by EMS 
1]~2. 匡 撒 和 基 上 自 的 免疫 组 织 化 学 染色 [the immunohistochemical staining of hypostome and basal disk} >” 400 
3~4. 生 芽 外 有 奸 旦 皮 肌 纪 胞 和 刺 细 胞 的 免疫 电镜 (locatlon of NPY-like substance in epitheliomuscular cells and 
nematocytes of hypostome by EMS “12 000)} 
Ec. 外 脖 层 iectodermh M. 中 胶 蝴 (mesogleal En. 内 胚层 lendoderm); GG. 分 洛 颗 粒 (granulesj OQ. 细胞 外 iout of 
cell}; 工 细胞 肉 空 腔 {intracell vacuclej; NN. 细胞 核 (nuclear); S 刺 经 (spine); Mi 厂 粒 体 (mitochondnion)jt M. 基 
质 (matrix}, 


2.2 免疫 电镜 “对 免疫 组 化 中 强 阳性 区 进行 胶体 金 标 记 ， 电 镜 观 察 。 

水 凡是 两 肽 层 动 物 ， 有 外 胚 县 、 瞧 胚 姑 以 及 非 细 胞 垦 中 胶 县 ， 外 肘 明 有 5$ 种 细胞 : 皮 肌 细胞 、 刺 细 
胞 、 感 觉 细 胞 、 神 经 节 细 胞 和 间 质 细胞 。 中 胶 晨 是 细胞 外 基质 。 具 肥 明 则 由 宵 化 细胞 、 帮 细 胞 和 间 质 细 
胞 组 成 。 垂 辱 和 基 盘 的 细胞 组 成 基本 相似 。 由 电镜 观察 到 胺 体 金 存在 于 外 有 凸 层 的 皮 肌 细 胞 ( 基 盘 腺 肌 细胞 
也 是 皮 肌 细 胞 一 种 1 和 刺 细 胞 ; 中 胺 晨 的 基质 ; 内 胚层 的 消化 细胞 。 皮 肌 细 胞 中 胺 体 金 颗 粒 集中 在 细胞 顶 
部 的 分 泌 颗 粒 中 {有 穆 肌 细胞 中 也 有 分 涪 颗 粒 ) 图 3)， 其 他 部 位 则 很 少 。 刺 细胞 内 胶体 使 分 布 在 刺 经 讲 周 力 
及 刺 丝 上 (图 4}。 请 化 细胞 的 泡 状 结构 有 少量 金 颗粒 。 中 胺 层 中 的 胺 体 金 可 能 来 自 外 胚层 细胞 。 其 他 细胞 
未 观察 到 胺 体 金 颗粒 。 革 照 组 反应 阴性 。 

23 生化 分 析 SDS-PAGE 电 洒 、Western blot 的 结果 表明 水 昕 中 NPY 阳性 物质 有 较 好 的 免疫 特异 
性 ， 它 的 分 子 量 在 28 kD 左右 (图 5)。 从 图 中 laneB 和 [aneC 比较 来 看 ，laneB 的 反应 强 ， 说 明 在 口 盘 的 
阳性 物质 的 含量 要 比 基 盘 部 分 高 。 双 向 电泳 测 得 阳性 物 的 等 电 点 在 5.4 左右 {图 6)。 对照 组 阴性 。 
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图 5 水 娘 NPY 阳性 物 的 
SDSPAGE 免疫 印迹 
Fig. 5 Western blotting of NPY -like 
substance in Hydra ruigaris 
by SDS-PAGE 
M. 标准 卓 白 4(maolecular weight marker); 各, 加 个 水 几 (whole hydra lane)s 
B. 禾 民 (hypostome lane)t C, 基 盘 (basal disk}。 


3 讨论 


水 屿 垂 唇 和 基 盐 区 是 神经 细胞 最 集中 的 部 位 。 而 以 往 众 水 昕 中 发 现 的 共 他 神经 肽 类 物质 的 分 布 也 主 
要 在 这 些 区 域 。 有 人 推测 水 昕 中 这 些 神 经 肚 类 似 物 可 能 由 神经 组 织 分 滋 (Grammelikhuijzen 等 ，1980， 
1981。1982}。 已 有 研究 表明 无 卷 椎 动物 神经 肘 FMRF 是 由 水 蝗 的 神经 细胞 产生 {Osumu，1989)}。 但 水 
昕 中 郊 稚 动物 神经 肘 类 似 物 产生 于 何 种 细胞 尚 无 报道 。 从 我 们 的 实验 结果 来 看 ，NPY 阳性 物质 存在 于 皮 
肌 细 胞 (包括 腺 肌 细 胞 }、 刺 细胞 和 消化 细胞 ， 在 神经 系统 的 神经 节 细 胞 和 感觉 细胞 内 却 没有 观察 到 。 这 
表明 神经 肽 类 物质 可 能 来 源 于 多 种 组 织 细 胞 而 并 非 只 限于 神经 系统 细胞 。 

NPY 阳性 物质 的 分 布 可 能 与 水 蚁 的 非 神经 性 传导 、 御 敌 、 攻 击 等 功能 有 关 。 在 水 昕 中 非 神经 性 传导 
很 普遍 。 曾 在 水 昕 中 测 到 3 种 与 非 神经 性 传导 有 关 的 有 节律 的 搏动 ， 其 引发 点 与 MPY 阳性 物质 的 分 布 
一 致 。 而 刺 细 上 胞 在 攻击 时 的 发 动 也 无 需 神经 细胞 的 参与 即 可 独立 进行 。 另 外 作为 分 泌 物 存在 于 分 泌 颗 粒 
和 泡 状 结构 则 表明 NPY 可 能 还 有 其 他 调节 功能 ， 

生化 分 析 测 得 NPY 阳性 物质 分 子 量 在 28 kD 左右 ， 此 前 测 得 原生 动物 不 尾 虫 的 NPY 类 似 物 的 分 子 
量 也 在 28 kD 左右 。 这 与 消 椎 动物 NPY 的 分 子 量 4kD 左右 相差 很 太 ， 表 明 NPY 可 能 来 源 于 一 个 大 分 
子 的 前 体 ， 随 着 进化 而 演化 为 小 分 子 。 当 然 这 有 待 进一步 研究 证 实 。 
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图 6 水 蝗 NPY 阳性 物 的 双向 电泳 免疫 印迹 
Fig. 6 Western blotting of NPY -like subst— 
ance in Hrdra vulgaris by two dimension 

electrophoresls 
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